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Invertase was linked by means of a multi-functional agent, cyanuric chloride to a clay, bentonite. Properties of insol- 
ubilized invertase were compared to free invertase and to invertase adsorbed on bentonite. Several enzymes have 
been insolubilized by coupling to bentonite using the method described in this paper. 
1. Introduction 
De nombreuses enzymes ont 6th fixees sur divers 
supports insolubles [l] : polym&res d’acides amin& 
123, polymeres ynthetiques [3,4] , membranes au 
collodion [5], derives de la cellulose [6-81, 
Stphadex [9], verre poreux [lo, 111. 
L’invertase adeja Btb insolubilisee par fucation 
sur copolymere nitrl d’acide metacrylique t de 
m-fluoroanilide d’acide metacrylique [4] ainsi que 
sur DEAE-cellulose [8] . 
La recherche d’un support abondant et insensible 
aux attaques des microorganismes nous a conduit a 
choisir la bentonite qui est une argile dont les pro- 
prietes d’adsorption sont bien connues [12, 131. 
On sait en effet que les argiles, dans certaines con- 
ditions de pH sont capables d’adsorber les proteines 
[ 141. Malheureusement les enzymes ainsi nsolubi- 
lisees ne sont pas liees solidement au support de 
sorte qu’une fraction est liberee pendant que se 
produit la reaction enzymatique. 
C’est pourquoi nous avons utilise un interme- 
diaire de fixation, le chlorure de cyanuryle (tri- 
chloro-2,4,6-triazine-1,3,5) quecertains auteurs 
ont employe pour f=er des enzymes sur cellulose 
[15, 161. 
2. PrCparation des complexes 
100 g de bentonite sont mis en suspension dans 
200 ml de dioxane contenant 5 g de chlorure de 
North-Holland Publishing Company - Amsterdam 
cyanuryle (Fluka). On agite pendant 90mm a 20”. 
Le complexe bentonite-chlorure de cyanuryle (BCC) 
est &pare par centrifugation et lave cinq fois par re- 
mise en suspension dans du dioxane pur puis s&he 
sous vide. La bentonite fure 0,68% en poids de 
chlorure de cyanuryle. 
L’invertase (Serva) est mise en solution dans l’eau 
distillhe et on ajoute le complexe BCC. La suspension 
est agitee pendant une heure a 0”. Le complexe 
bentonite-chlorure de cyanuryle-invertase (BCCI) 
ainsi obtenu est lave trois fois par remise n suspen- 
sion dans de l’eau distiBCe afm d’&miner l’invertase, 
non furee. L.e complexe st ensuite lav& trois fois par,. 
une solution de soude pH 10,5 afin d’&miner l’en- 
zyme eventuellement adsorbee sur la bentonite ; la 
soude est ensuite nlevee par trois lavages al’eau 
distillbe. 
Le complexe bentonite-invertase adsorbee (BI) 
est obtenu par la mdme m&ode en remplacant 
dans la solution d’enzyme, le complexe BCC par 
de la bentonite non traitee. 
L’activite de l’invertase st mesuree par dosage 
des sucres reducteurs lib&s a partir d’une solution 
de saccharose par la mdthode de Somogyi-Nelson 
et rapport&e au glucose. Les conditions d’essai sont 
definies comme suit: on Porte rZ 40” pendant rente 
minutes une solution comprenant 5ml de la solution 
d’enzyme, 5ml d’une solution tampon acetate 0,2 M, 
de pH 5,2 et 10 ml d’une solution de saccharose 
0,0585 M. On arrdte la reaction en paCant les tubes 
au bain marie bouillant pendant cinq minutes. Les 
essais d’activite des complexes BI et BCCI sont 
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Fig. 1. Effet du pH sur l’activitk enzymatique de I’enzyme 
libre (- -) de l’enzyme adsorb& SW bentonite: complexe BI 
(- - -), de l’enzyme fix&e SUI le complexe BCC (-). 
effect& en reprenant ces complexes dans 5 ml 
d’eau distill6e et en procedant ensuite comme de- 
crit ci-dessus. 
Une unite d’activitb enzymatique est delkie 
comme Btant la quantite d’enzyme qui, dans les 
conditions d’essai, lib&e 10e6 mole d’equivalent 
glucose par minute. 
3. Propri&& de complexes 
Le tableau 1 montre les variations de l’activite 
enzymatique au tours de la fixation de l’invertase 
et des lavages successifs des complexes BCC et 
bentonite. 
L’experience a Bte effectuee dans des tubes a centri- 
fuger contenant 20 ml d’une solution d’invertase I
1 g par litre dans l’eau distillee et 500 mg de complexe 
BCC ou de bentonite. 
Ainsi dans nos conditions experimentales, 500 mg 
de complexe BCC fixent 6,8% lorsqu’ils sont mis en 
contact auec 20 mg d’invertase. En tenant compte 
de la quantite d’enzyme non fixee et de cette enlevee 
au tours des lavages, l’activite enzymatique represente 
13,4% de celle que l’on devrait theoriquement obtenir, 
par suite de l’inactivation d’une fraction de l’enzyme 
fix&e. En effet, l’enzyme pourrait se fixer, au moins 
partiellement, par des sites actifs, les rendant ainsi 
inactifs . 
11 est possible d’augmenter la quantite d’enzyme 
fur&e en augmentant la concentration de l’invertase 
dans la solution que l’on met en contact avec le 
complexe BCC (tableau 2). 
Cette augmentation de la quantite d’enzyme fix&e 
sur le complexe BCC peut dtre due a la competition 
entre les ions OH- et les molecules d’enzyme pour 
le remplacement des ions Cl-. 11 faut toutefois re- 
marquer que l’activid enzymatique du complexe 
BCCI n’est pas proportionnelle A la quantite d’en- 
zyme mise en contact du complexe BCC. 
La quantie maximale fixee est t&s rapidement 
atteinte puisque l’on retrouve la mCme activite du 
complexe BCCI aprbs des temps de contact allant 
de30a 1710min. 
L’effet du pH suf l’activite enzymatique a bte 
BtudiC en remplacant le tampon acetate par du 
tampon citrate-phosphate P differents pH. Les re- 
sultats rapport& dans la figure 1 montrent que 
I’invertase libre presente un pH optimal St 5,2 tandis 
que le complexe BI (non lave a la soude car l’activite 
serait presque nulle) et le complexe BCCI ont une 
activite optimale aux environs de pH 6,26. 
Tableau 1 
Activiti enzymatique aprtk fixation sur support et aprh lavages. Les rkultats sont exprimhs en pour cent de I’activiti de la solu- 
tion enzymatique avant fixation. 
Activitb enzymatique Complexe BCCI Complexe BI 
__ 
Dam le surnageant aprh fixation 41,8 24,5 
Dam les eaux de lavages (lavages i l’eau) 534 55,7 
Dans les eaux de lavages (lavages i la soude) 1,3 10,9 
Complexes 6,8 1,2 
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Tableau 2 
Activitb des complexes apr& contact avec des concentrations variables d’invertase (%). 
Complexe BCC Bentonite brute 
Quantiti invertase (mg) 2 20 100 200 20 200 
Apris lavages g l’eau 0,74 4,40 8,40 8,40 0.26 7,40 
Apr& lavages i la soude 0,17 0,62 2,90 - 0,15 1,26 
Ce dtplacement du pH optimal d’environ une 
unit& vers les pH plus 6levb est certainement provoque 
par la p&ewe, autour des particules de bentonite, 
d’une zone d’environ 200 A d’dpaisseur [ 141, zone 
dans laquelle la concentration en protons est net- 
tement suptrieure ?t celle de la solution. 
La fig. 2 montre les variations de I’activiti en- 
zymatique n fonction de la tempkrature. L’invertase 
libre et le complexe BI prksentent un maximum 
d’activit6 aux environs de 45” alors que pour Ie 
complexe BCCI, ce maximum s’6tend ans la zone 
comprise ntre 40” et 60”. L’invertase st done 
protkgke contre la dknaturation par la chaleur aprks 
sa fixation sur le complexe BCC. 
Le complexe BCCI a BtB conservk pendant 15 
jours dans une solution tampon a&ate 0,2 M pH 
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Fig. 2. Effets de la tempirature sur l’activit6 enzymatique de 
I’enzyme libre (- -) de l’enzyme adsorb&e sur bentonite: com- 
plexe BI (---) de l’enzyme fixBe sur le complexe BCC (-). 
au tours de cette p&iode. 
AprGs deux mois de conservation dans la mdme 
solution tampon d 20”) le complexe BCCI conserve 
70% de son activitd initiale, alros que le complexe 
BI a perdu 70% de celleci. 
4. Discussion 
Les rksultats ci-dessus montrent qu’il est possible 
d’insolubiliser l’invertase par futation sur la bentonite 
par l’intermddiaire de chlorure de cyanuryle. Le diriw 
ainsi obtenu est caract&sd par une stabiliti accrue 
vis i vis de facteurs de dknaturation tels que la tem- 
perature t le vieillissement. 
La methode d’insolubilisation d&rite est largemen 
applicable puisque’elle nous a permis de pr6parer des 
complexes avec de nombreuses autres enzymes: 
fi-amylase, cellulase, ribonucl6ase, trypsine, urkase. 
L’itude de l’utilisation continue de ces d&iv& 
tant en lit fixe qu’en rkacteur agitd et la recherche 
des causes dela stabilisation des enzymes sont 
actuellement poursuivies. 
Rkferences 
[l] G. Kay, Process Biochem. (1968) 873. 
[ 21 A. Bar-Eli et E. Katchalski, J. Biol. Chem. 238 (1963) 
1690. 
[ 31 Y. Levin, M. Pecht et E. Katchalski, Biochemistry 3 
(1964) 1905. 
[4] G. Manecke et G. Gunzel, Makromol. Chem. 91(1966) 
136. 
[ 51 R. Goldman, 0. Kedem, I.H. Sihnan, S.R. Kaplan et 
E. Katchalski, Biochemistry 7 (1968) 486. 
[6] W.E. Homby, M.D. Lilly et E.M. Crook, Biochemistry 
98 (1966) 420. 
(71 M.A. Mitz et L.J. Summaria, Nature 189 (1961) 576. 
[8] H. Suzuki, Y. Osawa et H. Maeda, Agr. Biol. Chem. 30 
(1966) 807. 
41 
Volume 16, number 1 FEBS LETTERS July 1971 
[9] T. Toss, T. Mori et I. Chibata, Agr. Biol. Chem. 33 
(1969) 1053. 
[ 101 H.H. Weetall, Nature 223 (1969) 959. 
[ 111 H.H. Weetail et L.S. Hersh, Biochim. Biophys. Acta 
185 (1969) 464. 
[ 12) R.E. Grim, in: Clay mineralogy (M&raw Hill, 
New York, 1968) p. 353. 
[13) D.J. Greenland, Soils Fertilizers 28 (1965) 415. 
[14] G. Durand, ‘II&e, (Toulouse, 1966) p. 163. 
[IS] R.J.H. Wilson et M.D. Lilly, Biotech. Bioeng. 11 
(1968) 349. 
[ 161 B.P. Surinov et S.E. Manoilov, Biokhimiya 31 (1966) 
387. 
42 
